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Se han utilizado diversas técnicas de microscopía avanzada (confocal laser scanning 
microscopy -CLSM-, videomicroscopía, deconvoIución y mejora de imágenes, colocalización 
y técnicas de reconstrucción tridimensional de secciones Ópticas) para estudiar procesos 
celulares del grano de polen del olivo, así como localizar componentes celulares y productos 
génicos de interés. I 
La dinámica y la cinética de la genninación in vitro del grano de polen, así como el 
movimiento de vesículas a lo largo del tubo polínico en crecimiento han sido estudiados 
mediante video microscopía combinada con óptica de contraste interferencial diferencial 
(DIC) y captura en un microscopio confocal (modalidad time-lapse en el canal de luz 
transmitida). 
La estructura tridimensional del grano de polen del olivo y la morfología de las aperturas 
ha sido estudiada mediante CLSM utilizando la autofluorescencia de la exina tras excitar 
con un láser Ar-488. Este tipo de microscopía se utilizó además para localizar diversos 
componentes celulares que incluyen: calosa (láser Ar-488 con la adición de sirofluor), 
profilinas (inrnunocitoquímica con un anticuerpo secundario conjugado a Cy3 y un láser He- 
Ne-543), las proteínas alergénicas Ole e 1 y Ole e 10 (inmunocitoquímica con anticuerpos 
secundarios conjugado a Cy3 + láser He-Ne-543 6 a FITC + láser&-488) y actina (faloidina 
conjugada con Alexa-488 + láser He-Ne-543). En estos casos se realizó un análisis 3-D de la 
localización precisa de estos componentes tras obtener secciones ópticas consecutivas, y 
reconstruir la estructura con el software EZ-C1 viewer Gold version 2.10 build 240 (Nikon) 
ó Imaris 4.0.3 (Bitplane). En los casos necesarios, la calidad de las imágenes fue sometida a 
mejora mediante la utilización de herramientas de deconvolución. 
Las herramientas de análisis 3-D mencionadas fueron también utilizadas para 
determinar parámetros iniciales de la arquitectura del estigmalestilo y de la evolución del 
tubo polínico a través de sus tejidos durante la germinación del polen in vivo. 
Los datos obtenidos aportan información clave para el conocimiento de la biología 
reproductiva de la especie, y del papel de los componentes celulares estudiados en el proceso 
de germinación. 
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